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GENE CHIMERE CODANT POUR LA DROSOMICINE, VECTEUR LE CONTENANT ET OBTENTION DES 
PLANTES TRANSGENIQUES RESISTANTES AUX MALADIES 



5 La presente invention a pour objet une sequence d'ADN codant pour la 

drosomicine, un gene chimere la contenant, un vecteur contenant le gene chimere et un 
procede pour la transformation des plantes et les plantes transformees resistantes aux 
maladies. 

II existe aujourd'hui un besoin grandissant de rendre les plantes resistantes 
10 contre les maladies notamment fongiques afin de diminuer, voire d'eviter, d'avoir 
recours a des traitements avec des produits de protection antifongiques, en vue de 
proteger 1'environnement. Un moyen d'augmenter cette resistance aux maladies 
consiste a transformer les plantes de maniere qu'elles produisent des substances a 
meme d'assurer leur defense contre ces maladies. 
15 On connait differentes substances d'origine naturelle. en particulier des 

peptides, presentant des proprietes bactericides ou fongicides, notamment contre les 
champignons responsables des maladies des plantes. Toutefois, le probleme consiste a 
trouver de telles substances qui pourrom non seulement etre produites par des plantes 
transformees, mais encore conserver leurs proprietes bactericides ou fongicides et les 

20 conferer aux dites plantes. Au sens de la presente invention, on entend par bactericide 
ou fongicide tant les proprietes bactericides ou fongicides proprement dites que les 
proprietes bacteriostatiques ou fongistatiques. 

Les drosomicines sont des peptides produits par les larves et adultes de 
drosophiles par induction a la suite d'une blessure septique ou de rejection d'une 

25 faible dose de bacteries. Un peptide a deja ete decrit comme presentant certaines 
proprietes antifongiques et antibacteriennes in vitro, notamment dans la demande de 
brevet fran?ais 2 725 992, oil le peptide est obtenu par induction sur les drosophiles et 
purification. Le gene codant pour ce meme peptide a egalement ete decrit par 
Fehlbaum & coll. (1994). La possibility d'integrer ce gene a une plante pour lui 

30 conferer une resistance aux maladies d'origine fongique ou bacterienne n'a toutefois 
pas ete decrite a ce jour. 

On a maintenant trouve que les genes des drosomicines pouvaient etre inseres - 
dans les plantes pour leur conferer des proprietes de resistance aux maladies fongiques 
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et aux maladies dorigine bacterienne. apponani une solution particulierement 
avantageuse au probleme enonce ci-dessus. 

L'invention a done d'abord pour objet un gene chimere comprenant un 
fragment d'acide nucleique codant pour une drosomicine ainsi que des elements de 
regulation en position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans les plantes et un 
vecteur pour la transformation des plantes contenant ce gene chimere. Elle comprend 
aussi une cellule vegetale transformee contenant au moins un fragment d'acide 
nucleique codant pour la drosomicine et une plante resistante aux maladies contenant 
la dite cellule. Elle concerne enfin un procede de transformation des plantes pour les 
rendre resistantes aux maladies dans lequel on insere un gene codant pour la 
drosomicine. 

Par drosomicine. on entend selon l'invention tout peptide pouvant etre isole des 
larves et adultes de drosophiles par induction a la suite d'une blessure septique ou de 
l'injection d'une faible dose de bacteries. ces peptides comprenant au moins 44 acides 
amines et 8 residus cysteine formant entre eux des ponts disulfure. 

De maniere avantageuse, la drosomicine comprend essemiellement la sequence 
peptidique de formule (I) ci-dessous : 

Xaa-Cys-Xab-Cys-Xac-Cys-Xad-Cys-Xae-Cys-Xaf-Cys-Xag-Cys-Xah-Cys 

(I) 

dans laquelle 

Xaa represente un reste peptidique comprenant au moins i acide amine. 

Xab represente un reste peptidique de 8 acides amines. 

Xac represente un reste peptidique de 7 acides amines. 

Xad represents unreste peptidique de 3 acides amines. 

Xae represente un reste peptidique de 9 acides amines. 

Xaf represente un reste peptidique de 5 acides amines. 

Xag represente unreste peptidique d'un acide amine, et 

Xah represente un reste peptidique de 2 acides amines. 

De maniere avantageuse, Xab et/ou Xad et/ou Xac comprenent au moins un 
acide amine basique. Plus avantageusement. Xab comprend au moins 2 acides amines 
basiques. de preference 2 et/ou Xad et/ou Xaf comprenent au moins 1 acide amine 
basique, de preference 1. Par acide amine basique. on enbtend selon Tinvention les 
acides amines choisis parmi la lysine. Targinine ou Thomoarginine. 
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De maniere preferentielle. 
Xaa represente la sequence peptidique Xaa'-Asp- dans laquelle Xaa' represente NH2 
ou un reste peptidique comprenant au moins 1 acide amine, rt/ou 
Xab represente la sequence peptidique -Leu-Xab'-Pro- dans laquelle Xab T represente 
5 un reste peptidique de 6 acides amines, et/ou 

Xac represente la sequence peptidique -Ala-Xac'-Thr- dans laquelle Xac ? represente 
un reste peptidique de5 acides amines, et/ou 

Xad represente la sequence peptidique -Arg-Xad'-Val, dans laquelle Xad' represente 
un reste peptidique d ? un acide amine, et/ou 
10 Xae represente la sequence peptidique -Lys-Xae ? -His- dans laquelle Xae' represente 
un reste peptidique de 7 acides amines, et/ou 

Xaf represente la sequence peptidique -Ser-Xaf -Lys- dans laquelle Xaf represente un 

reste peptidique de 3 acides amines, et/ou 

Xag represente Trp, et/ou 
1 5 Xah represente le reste peptidique Glu-Gly. 
De maniere plus preferentielle, 

Xab ? represente la sequence peptidique Ser-Gly-Arg-Tyr-Lys-Gly, et/ou 

Xac' represente la sequence peptidique Val-Trp-Asp-Asn-Glu, et/ou 

Xad r represente Arg, et/ou 
20 Xae ? represente la sequence peptidique Glu-Glu-Gly-Arg-Ser-Ser-Gly, et/ou 

Xaf represente la sequence peptidique Pro-Ser-Leu. 

Selon un mode plus preferentiel de realisation de Finvention, la drosomicine 

est la sequence peptidique representee par Tidentificateur de sequence n° 4 (SEQ ID 

No 4) et les sequences peptidiques homologues. 
25 Par sequence peptidiques homologues, on entend toute sequence equivalente 

comprenant au moins 65 % d'homologie avec la sequence representee par 

ridentificateur de sequence n° 4, etant entendu que les 8 residus cysteine et le nombre 

d'acides amines les separant restent identiques certains acides amines etant remplaces 

par des acides amines differents mais equivalents sur des sites n'induisant pas de 
30 modification substantielle de l'activite antifongique ou antibacterienne de la dite 

sequence homologue. De preference, les sequences homologues comprennent au 

moins 75 % d'homologie, plus preferentiellement au moins 85 % d'homologie. encore 

plus preferentiellement 90 % d'homologie. 
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Le residu NH2 terminal peut presenter une modification post-traductionnelle. par 
exemple une acetylation. de meme que le residu C-terminal peut presenter une 
modification post-traductionnelle. par exemple une amidation. 

Par sequence peptidique comprenant essentiellement la sequence peptidique de 
formule generate (I), on emend non seulement les sequences definies ci-dessus. mais 
egalement de telles sequences comprenant a l'une ou l'autre de leurs extremites. ou les 
deux, des residus peptidiques, notamment necessaires a leur expression et ciblage dans les 
cellules vegetales ou dans les plantes. 

II s'agit notamment de la drosomicine « full length » (longueur totale) representee 
par ridenuficateur de sequence n°2 (SEQ ID No 2). 

II s'agit en particulier d'un peptide de fusion « peptide-drosomicine » ou 
« drosomicine-peptide ». avantageusement « peptide-drosomicine », dont la coupure par 
les systemes enzymatiques des cellules vegetales permet la liberation de la drosomicine. 
definie ci-dessus. Le peptide fusionne a la drosomicine peut etre un peptide signal ou un 
peptide de transit qui permet de controler et d'orienter la production de la drosomicine de 
maniere specifique dans une partie de la cellule vegetale ou de la plante. comme par 
exemple le cytoplasme. la membrane cellulaire, ou dans le cas des plantes dans un type 
particulier de compartiments cellulaires ou de tissus ou dans la matrice extracellulaire. 

Selon un mode de realisation, le peptide de transit peut etre un signal d'adressage 
chloroplastique ou mitochondrial, lequel est ensuite clive dans les chloroplastes ou les 
mitochondries. 

Selon un autre mode de realisation de l'invention. le peptide signal peut etre un 
signal N-terminal ou « propeptide », evemuellement en association avec un signal 
responsable de la retention de la proteine dans le reticulum endoplasmique, ou un peptide 
d'adressage vacuolaire ou « propeptide ». Le reticulum endoplasmique est le lieu oil sont 
pris en charge par la « machinerie cellulaire » des operations de maturation de la proteine 
produite. comme par exemple le clivage du peptide signal. 

Les peptides de transit peuvent etre soit simples, soit doubles, et dans ce cas 
evemuellement separes par une sequence intermediaire, c'est a dire comprenant, dans le 
sens de la transcription, une sequence codant pour un peptide de transit d'un gene vegetal 
codant pour une enzyme a localisation plastidiale, une partie de sequence de la partie 
mature N-terminale d'un gene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale. 
puis une sequence codant pour un second peptide de transit d'un gene vegetal codant pour 
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une enzyme a localisation plastidiale. tels que decrit dans la demande EP 0 508 909. 

Comme peptide de transit utile selon Pinvention. on peut citer en particulier le 
peptide signal du gene PR-la du tabac (WO 95/19443), ou encore l'ubiquitine representee 
fusionnee a la drosomicine par ridentificateur de sequence n° 6. 

Le peptide de fusion « ubiquitine-drosomicine » et sa sequence codante sont 
egalement partie de la presente invention, en particulier decrits par ridentificateur de 
sequence n° 5. 

La presente invention concerne done un gene chimere comprenant une 
sequence codante pour la drosomicine ainsi que des elements de regulation en position 
5* et 3' heterologues pouvant fonctionner dans les plantes, la sequence codante 
comprenant au moins une sequence d'ADN codant pour la drosomicine telle que 
definie ci-dessus. 

La sequence d'ADN peut etre obtenue selon les methodes standards d'isolation et de 
purification a partir des drosophiles. ou encore par synthese selon les techniques usuelles 
d'hybridations successives d'oligonucleotides synthetiques. Ces techniques sont 
notamment decrites par Ausubel et ai 

Selon un mode de realisation de l'invention. la sequence d'ADN codant pour la 
drosomicine comprend la sequence d'ADN decrite par les bases 21 a 152 de 
ridentificateur de sequence n° 3 (SEQ ID NO 3) ? une sequence homologue ou 
complementaire de ladite sequence. 

Selon un autre mode de realisation de V invention, la sequence d'ADN codant pour 
la drosomicine « full length » comprend la sequence d'ADN decrite par les bases 101 a 
310 de ridentificateur de sequence n° 1 (SEQ ID No 1), une sequence homologue ou 
complementaire de ladite sequence. 

Selon un autre mode de realisation de r invention, la sequence d'ADN codant pour 
le peptide de fusion « peptide-heliomicine » comprend la sequence d'ADN decrite par les 
bases 15 a 221 de ridentificateur de sequence n°5 (SEQ ID NO 5) ; une sequence 
homologue ou une sequence complementaire des dites sequences. 

Par « homologue ». on entend selon ['invention toute sequence d'ADN presentant 
une ou plusieurs modifications de sequence par rapport a la sequence nucleotidique decrite 
par les identificateurs de sequences n° 1, 3 ou 5 et codant pour la drosomicine. la 
drosomicine « full length » ou le peptide de fusion « peptide-drosomicine ». Ces 
modifications peuvent etre obtenues selon les techniques usuelles de mutation, ou encore 
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en choisissant les oligonucleotides synthetiques employes dans la preparation de ladite 
sequence par hybridation. Au regard des multiples combinaisons d'acides nucleiques 
pouvant conduire a Lexpression d'un meme acide amine, les differences entre la sequence 
de reference decrite par les identificateurs de sequences n° 1. 3 ou 5 et Thomologue 
5 correspondant peuvent etre importantes. d'autant plus qu ? il s ? agit de fragments d'ADN de 
faible taille realisables par synthese chimique. De maniere avantageuse, le degre 
d'homologie sera d'au moins 70 % par rapport a la sequence de reference, de preference 
d ? au moins 80 %, plus preferentiellement d'au moins 90 %. Ces modifications sont 
generalement neutres. rest a dire qu'elles n'affectent pas la sequence primaire de la 

10 drosomicine ou du peptide de fusion resultants. 

Par "cellule vegetale". on entend selon l'invention toute cellule issue d'une piante 
et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals. des tissus differencies tels 
que des embryons. des parties de plantes. des plantes ou des semences. 

On entend par "piante" selon rinvention. tout organisme multicellulaire differencie 

15 capable de photosynthese, en particulier monocotyledones ou dicotyledones. plus 
particulierement des plantes de culture destinees ou non a ralimentation animale ou 
humaine. comme le mats, le ble. le colza, le soja, le riz. la canne a sucre. la betterave. le 
tabac. le coton, etc. 

Les elements de regulation necessaires a 1'expression de la sequence d'ADN 
20 codant pour la drosomicine sont bien connus de l'homme du metier en fonction de la 
piante. lis comprennent notamment des sequences promotrices. des activateurs de 
transcription, des sequences terminatrices, y compris des codons start et stop. Les moyens 
et methodes pour identifier et selectionner les elements de regulation sont bien connus de 
rhomrne du metier.Comme sequence de regulation promotrice dans ies plantes. on peut 
25 utiliser toute sequence promotrice d'un gene s'exprimant naturellemem dans ies plantes en 
particulier un promoteur d'origine bacterienne. virale ou vegetale tel que. par exemple. 
celui d'un gene de la petite sous-unite de ribulose-biscarboxylase/oxygenase (RuBisCO) 
ou d'un gene de virus de piante tel que, par exemple, celui de la mosaique du choux fleur 
(CAMV 19S ou 35S), ou un promoteur inductible par les pathogenes comme le PR-la du 
30 tabac, tout promoteur convenable connu pouvant etre utilise. De preference on a recours a 
une sequence de regulation promotrice qui favorise la surexpression de la sequence 
codante de maniere constitutive ou induite par Tattaque d ? un pathogene. tel que par 
exemple. celle comprenant au moins un promoteur d'histone tel que decrit dans la 
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demande EP 0 507 698. 

Selon l'invention. on peut egalement utilises en association avec la sequence de 
regulation promoirice. d'autres sequences de regulation, qui sont situees entre le promoteur 
et la sequence codante. telles que des aciivateurs de transcription ("enhancer"), comme par 
5 exemple I'activateur de translation du virus de la mosai'que du tabac (TMV) decrit dans la 
demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (TEV) decrit par Carrington & Freed. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut utiliser 
toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le terminateur 
nos d'Agrobacterium tumefaciens. ou encore d'origine vegetale. comme par exemple un 
1 0 terminateur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 633 3 1 7. 

La presente invention concerne egalement un vecteur d'integration pour la 
transformation des plantes contenant au moins un gene chimere tel que defini ci- 
dessus. 

L'invention a encore pour objet un procede de transformation des cellules 
15 vegetales par integration d'au moins un gene chimere tel que defini ci-dessus, 
transformation qui peut etre obtenue par tout moyen connu approprie, amplement 
decrit dans la litterature specialist et noiamment les demandes citees dans la presente 
demande. 

Une serie de methodes consiste a bombarder des cellules ou des protoplastes 
20 avec des panicules auxquelles sont accrochees les sequences d'ADN. 

Une autre serie de methodes consiste a utiliser comme moyen de transfen dans 
la plante un gene chimere insere dans un piasmide Ti d'Agrobacterium lumefacitns ou 
Ri d'Agrobacterium rhizogenes. 

D'autres methodes peuvent etre utilisees telles que la micro-injection ou 
25 Telectroporation. 

L'homme du metier fera le choix de la methode appropriee en fonction de la 
nature de la plante. notamment de son caractere monocotyledone ou dicotyledone. 

Pour les procedes de transformation des cellules vegetales et de regeneration des 
plantes, on citera notamment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, 
30 US 4.536.475, US 5.464,763, US 5.177.010. US 5,187,073. EP 267,159. EP 604 662, EP 
672 752. US 4,945,050, US 5.036.006, US 5.100,792. US 5,371.014. US 5.478,744, US 
5,179,022, US 5,565.346, US 5.484.956. US 5.508,468, US 5,538,877, US 5,554.798, US 
5,489.520. US 5.510,318. US 5.204.253. US 5.405.765. EP 442 174. EP 486 233, EP 486 
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234. EP 539 563. EP 674 725. WO 91/02071 et WO 95/06128. 

La presente invention a encore pour objet les cellules vegetales. de planies 
monocotyledones ou dicotyledones. notamment de cultures, transformees et contenant 
dans leur genome une quantite efficace d'un gene comprenant une sequence codante 
pour la drosomicine definie ci-dessus. 

La presente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules 
transformees, en particulier les plantes regenerees a partir des cellules transformees. La 
regeneration est obtenue par tout procede approprie qui depende de la nature de 
I'espece. comme par exemple decrit dans les brevets et demandes ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet les plantes transformees issues de 
la culture et/ou du croisement des plantes regenerees ci-dessus, ainsi que les graines 
des plantes transformees. 

Les plantes ainsi transformees sont resistantes a certaines maladies, en 
particulier a certaines maladies fongiques. De ce fait, la sequence d'ADN codant pour 
la drosomicine peut etre integre avec pour objectif principal la realisation de plantes 
resistantes aux dites maladies, la drosomicine etant efficace centre des maladies 
fongiques telles que celles causees par Botryris, en particulier Botrytis cinerea 
(mycelium ou spores), Cercospora, en particulier Cercospora beticola. Sepioria. en 
particulier Septoria iriticL ou Fusahum, en particulier Fusahum culmorum (mycelium 
ou spores) ou Fitsarium graminearum. 

Le gene chimere pourra comprendre egalement et de maniere avantageuse au 
moins un marqueur de selection, tel qu'un ou plusieurs genes de tolerance aux herbicides. 

La sequence d'ADN codant pour la drosomicine peut egalement etre integree 
comme marqueur de selection iors de la transformation de plantes avec d'autres sequences 
codant pour d'autres peptides ou proteines d'interet, comme par exemple des genes de 
tolerance aux herbicides. 

De tels genes de tolerance aux herbicides sont bien connus de I'homme du metier ei 
notamment decrits dans les demandes de brevet EP 1 15 673, WO 87/04181. EP 337 899. 
WO 96/38567 ou WO 97/04103. 

Bien entendu. les cellules et plantes transformees selon 1'invention peuveni 
comprendre outre la sequence codant pour la drosomicine. d'autres sequences heterologues 
codant pour des proteines d'interet comme d'autres peptides complementaires susceptibles 
de conferer a la plante des resistances a d'autres maladies d'origine bacterienne ou 
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fongique. et/ou d'autres sequences codam pour des proteines de tolerance aux herbicides 
et/ou d'autres sequences codant pour des proteines de resistance aux insectes. comme les 
proteines Bi notamment. 

Les autres sequences peuvent etre integrees au moyen du meme vecteur 
comprenant un gene chimere, lequel comprend une premiere sequence codant pour la 
drosomicine et au moins une autre sequence codant pour un autre peptide ou proteine 
d'interet. 

Elles peuvent egalement etre integrees au moyen d'un autre vecteur comprenant au 
moins la dite autre sequence, selon les techniques usuelles definies ci-dessus. 

Les plantes selon 1'invention peuvent encore etre obtenues par croisement de 
parents. Tun portant le gene selon 1'invention codant pour la drosomicine, l'autre portant un 
gene codant pour au moins un autre peptide ou proteine d'interet. 

La presente invention concerne enfin un procede de culture des plantes 
transformees selon Tinvention, le procede consistant a planter les graines des dites plantes 
transformees dans une surface d'un champ approprie pour la culture des dites plantes, a 
appliquer sur la dite surface du dit champ une composition agrochimique, sans affecter de 
maniere substantielle les dites graines ou les dites plantes transformees, puis a recolter les 
plantes cultivees lorsqu'elles arrivent a la maturite souhaitee et eventuellement a separer 
les graines des plantes recoltees. 

Par composition agrochimique, on entend selon Tinvention toute composition 
agrochimique comprenant au moins un produit actif ayant Tune des activites suivantes. 
herbicide, fongicide, bactericide, virucide ou insecticide. 

Selon un mode preferentiel de realisation du procede de culture selon {'invention, 
la composition agrochimique comprend au moins un produit actif ayant au moins une 
activite fongicide et/ou bactericide, plus preferentiellement presentant une activite 
complementaire de celle de la drosomicine produite par les plantes transformees selon 
Pinvention. 

Par produit presentant une activite complementaire de celle de la drosomicine. on 
entend selon Finvention un produit presentant un spectre d'activite complementaire. c ? est 
a dire un produit qui sera actif contre des attaques de contaminants (champignons, 
bacteries ou virus) insensibles a la drosomicine. ou encore un produit dont le spectre 
d'activite recouvre celui de la drosomicine, totalement ou en partie, et dont la dose 
duplication sera diminuee de maniere substantielle du fait de la presence de la 
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drosomicine produite par la plante transformer 

Les exemples ci-apres permetient d'illustrer 1'invention. la preparation du gene 
chimere. du vecteur d'integration, des plantes transformees et leur resistance a 
differentes maladies d'origine fongique. Les figures 1 a 7 en annexe decrivent les 
structures schematiques de cenains plasmides prepares pour la construction des genes 
chimeres. Dans ces figures, les differents sites de restriction sont marques en iialiques. 

Exemple 1 : Construction des genes chimeres 

Toutes les techniques employees ci-apres sont des techniques standard de 
laboratoire. Les protocoles detailles de ces techniques sont notamment decrits dans 
Ausubel & coll. 
pRPA-RD-180 : 

On insere un clone entier de l'ADNc codant pour la drosomicine decrit par 
Fehlbaum & coll (SEQ. ID N° 1) dans le plasmide pCR-1000 (INVITROGEN) comme 
fragment EcoRI-HindM. 

pRPA-RD-182: Creation d'une region codant pour la drosomicine ditc "longueur 
totale" (correspondant au peptide pre-pro) en climinant la region non transcrite 
en 5' et en supprimant le premier codon ATG. 

Le plasmide pRPA-RD-180 est digere avec les enzymes de restriction Seal et 
EcoRL et le grand fragment d'ADN est purifie. Un oligonucleotide synthetique double 
brins de sequence Oligo 1 suivante est ensuite lie a la sequence d'ADN purifiee derivee 
de pRPA-RD-180: 

Oligo 1 : 5 ' AATTCCCGAAGACGACATGCAGATCAAGT 3 ' 

GGGCTTCTGCTGTACGTCTAGTTCA 

pRPA-RD-183: Creation d f une sequence codant pour la drosomicine mature qui 
ne comprend pas la region non transcrite en 3\ 

Les deux oligonucleotides synthetiques complementaires de sequences Oligo 2 
et Oligo 3 ci-apres sont hybrides a 65°C pendant 5 minutes puis par diminution lente 
de la temperature a 30°C pendant 30'. 
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Oligo 2: 5 1 GAGAGATCCC CCGCGGTGGT GACTGCCTGT CCGGAAG AT A 

CAAGGGTCCC TGTGCCGTCT GGGACAACGA GACCTGTCGT 
CGTGTGTGCA AGGAGGAGGG 3 ' 

5 Oligo 3: 5' GCGCGCGGAT CCTTAGCATC CTTCGCACCA GCACTTCAGA 

CTGGGGCTGC AGTGGCCACT GGAGCGTCCC TCCTCCTTGC 
ACACACGACG 3 ' 



Apres hybridation entre l'Oligo 2 et POligo 3, l'ADN reste simple brin sen de 
10 matrice au fragment klenow de la polymerase 1 de E. coli (dans les conditions standard 
preconisees par Ie fabriquant (New England Biolabs)) pour la creation de 
l'oligonucleotide double brin. Cet oligonucleotide double brin est ensuite digere par 
les enzymes de restriction Sacll et EcoRl et clones dans le plasmide pBS II SK(-) 
(Stratagene) digere par les meme enzymes de restriction. On obtient alors un clone 
15 comprenant la region codant pour la drosomicine mature situee entre les sites de 
restriction Sacll et BamHI (SEQ ID 3). 

pRPA-RD-186 : Elimination de la region 3 f non transcrite de la region codant 
pour la drosomicine longueur totale de pRPA-RD-182. 

Le plasmide pRPA-RD-182 est digere avec les enzymes de restriction BspEl et 
20 Kpnl et le grand fragment d'ADN est purifie. Le plasmide pRPA-RD-183 est ensuite 
digere avec les enzymes de restriction BspEl et Kpnl et le petit fragment d'ADN est 
purifie. Ces deux fragments purifies sont ensuites lies de maniere a obtenir un 
plasmide contenant la region codant pour le peptide pre-pro de la drosomicine dont le 
premier codon ATG et les deux regions non codantes en 5 1 et 3' ont ete supprimees 
25 (SEQ ID 5). 

nRPA-RD-187 : Creation d T un vecteur depression dans les plantes comprenant 
la sequence codant pour la forme mature de la drosomicine. 

Le plasmide pUGUS(I18), derive du pUC-19, a ete obtenu aupres du Dr. 
Richard Vierstra de TUniversite du Wisconsin (plasmide non decrit). Ce plasmide dont 
30 la structure schematique est representee sur la figure 1, contient le promoteur CaMV 
35S qui dirige Texpression d'un ARN contenant la sequence non traduite en 5' du virus 
de la mosajque alfalfa (AMV 5' UTR; Brederode & coll., 1980), la region N-terminale 
du gene de l'ubiquitine ubqll SArabidopsis thaliana jusqu'au site de clivage de 
l'ubiquitine hydrolase (ubql 1 N-term; Callis & coll., 1993) laquelle est fusionnee dans 
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le meme cadre de lecture avec le gene de la P-glucuronidase de £ coli (GUS: Jefferson 
& coll., 1987). suivi du site de polyadenylation du gene de la nopaline synthase 
d'A*>robacierium tumefaciens (NOS polyA; Bevan & coll.. 1983). 

Le plasmide pUGUSO 18) est digere avec les enzymes de restriction SacJI et 
5 BamHl et ie grand fragment d'ADN est purifie. Le plasmide pRPA-RD-183 est digere 
avec les enzymes de restriction SacII et BamHl et le petit fragment d'ADN contenant 
la region codante pour la forme mature de la drosomicine est ensuite purifie. Les deux 
fragments d'ADN purifies sont lies ensemble dans une cassette d'expression dans les 
plantes qui synthetisent une proteine de fusion ubiquitine-drosomicine dans le 
10 cytopiasme des cellules vegetales. La structure schematique de cette cassette 
d'expression est representee sur la figure 2. Sous Taction de l'ubiquitine hydrolase sur 
cetie proteine de fusion, la drosomicine mature est liberee dans le cytopiasme des 
cellules de la plante. 

pRPA-RD-188 : Creation d'un vecieur d'expression dans les plantes comprcnant 

15 la longueur totale de la sequence codant pour la drosomicine (pre-pro). 

Le plasmide pRTL-2 GUS. derive du plasmide pUC-19. a ete obtenu aupres du 
Dr. Jim Carrington (Texas A&M University, non decrit). Ce plasmide dont la structure 
schematique est representee sur la figure 3, contient le promoteur CaMV 35S duplique 
isole du virus de la mosaique du choux fleur (Promoteur CaMV 2x35S; Odell & coll.. 

20 1985) qui dirige l'expression d'un ARN contenant sequence non traduite en 5' du virus 
etch du tabac (TEV 5' UTR: Carrington & Freed. 1990), le gene de la p-glucuronidase 
de £ coli (GUS Jefferson & coll.. 1987) suivi du site de polyadenylation de TARN 
35S de CaMV (CaMV polyA: Odell & coll.. 1985). 

Le plasmide pRTL-2 GUS est digere avec les enzymes de restriction Ncol et 

25 BamHl et le grand fragment d'ADN est purifie. Le plasmide pRPA-RD-186 est digere 
avec les enzymes de restriction Bhsll et BamHl et le petit fragment d'ADN contenant 
la region codant pour la drosomicine pre-pro est purifie. Les deux fragments d'ADN 
purifies sont ensuite lies ensemble dans une cassette d'expression dans les plantes qui 
synthetisent une proteine de drosomicine pre-pro. La structure schematique de cette 

30 cassette d'expression est representee sur la figure 4. « pre-pro-drosomicine »represente 
la region codante pour la drosomicine de pRPA-RD-186. La drosomicine est 
transponee vers la matrice extra-cellulaire de la plante par Taction d'un peptide signal 
(pre-pro). 
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pRPA-RD-195: Creation d'un plasmide contenant un site de clonage multiple 
modi Tic. 

Le plasmide pRPA-RD-195 est un plasmide derive du pUC-19 qui contient un 
site de clonage multiple modifie. Les oligonucleotides synthetiques complementaires 
Oligo 4 et Oligo 5 ci-apres, sont hybrides et rendus double brin selon la procedure 
decrite pour pRPA-RD-1 83. 

OligO 4: 5' AGGGCCCCCT AGGGTTTAAA CGGCCAGTCA GGCCGAATTC 

GAGCTCGGTA CCCGGGGATC CTCTAGAGTC GACCTGCAGG 
CATGC 3 ' 

OligO 5: 5 1 CCCTGAACCA GGCTCGAGGG CGCGCCTTAA TTAAAAGCTT 

GCATGCCTGC AGGTCGACTC TAGAGG 2 ' 

[.'oligonucleotide double brin obtenu est ensuite lie dans pUC-19 qui a ete 
prealablement digere avec les enzymes de restriction EcoRl et Hindlll et rendu bouts 
francs en employant le fragment klenow de 1'ADN polymerase 1 de E. coli. On obtient 
un vecteur contenant de multiples sites de clonage pour faciliter l'introduction des 
cassettes d'expression dans un plasmide vecteur d'Agrobacterium tumefaciens. La 
structure schematique de ce site de clonage multiple est representee sur la figure 5. 
pRPA-RD-190: Introduction de la cassette d'expression de la drosomicine de 
pRPA-RD-187 dans pRPA-RD-195. 

Le plasmide pRPA-RD-187 est digere avec les enzymes de restriction Kpnl et 
Sail, et le fragment d'ADN contenant la cassette d'expression de la drosomicine est 
purifie. Le fragment purifie est ensuite lie dans pRPA-RD-195 qui a ete prealablement 
digere avec les meme enzymes de restriction. 

pRPA-RD-191: Introduction de la cassette d'expression de la drosomicine de 
pRPA-RD-188 dans pRPA-RD-195. 

Le plasmide pRPA-RD-188 est digere avec l'enzyme de restriction Hindlll et 
dephosphoryle avec de la phosphatase intestinale de veau. Le fragment d'ADN 
contenant la cassette d'expression de la drosomicine est purifie. Le fragment purifie est 
ensuite lie dans pRPA-RP-195 qui a ete prealablement digere avec l'enzyme de 



WO 99/02717 



14 



PCT/FR98/01462 



restriction Hindlll. 

pRPA-RD-174 : Plasmide derive dc pRPA-BL-150A (EP 0 508 909) contenant le 
gene de tolerance au bromoxynil de pRPA-BL-237 (EP 0 508 909). 

Le gene de tolerance au bromoxynil est isole de pRPA-BL-237 par une 
amplification genique par PCR. Le fragment obtenu est a bouts francs et est clone dans 
le site EcoRI de pRPA-BL-150A qui a ete rendu bouts francs par Taction de la 
polymerase klenow dans des conditions standard. On obtient un vecteur 
SAgrobaaerium tumefaciens qui contient le gene de tolerance au bromoxynil a 
proximite de sa bordure droite. un gene de tolerance a la kanamycine a proximite de sa 
bordure gauche et le site de clonage multiple de pUC-19 entre ces deux genes. 

La structure schematique de pRPA-RD-174 est representee sur la figure 6. Sur 
cette figure, "nos" represente le site de polyadenylation de la nopaline synthase 
dAgrobaaerium tumefaciens (Bevan & coll., 1983). "NOS pro" represente le 
promoteur de la nopaline synthase dAgrobacterium tumefaciens (Bevan & coll.. 
1983). "NPT II" represente le gene de la neomycine phosphotranspherase du 
transposon Tn5 de £. coli (Rothstein & coll., 1981), "35S pro" represente le promoteur 
35S isole du virus de la mosaique du choux fleur (Odell & coll., 1985), "BRX" 
represente le gene de la nitrilase isole de K. ozoenae (Stalker & coll., 1988), "RB n et 
"LB" representent respectivement les bordures droite et gauche de la sequence d'un 
plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens. 

pRPA-RD-184 : Addition d'un nouveau site de restriction, unique, dans pRPA- 
RD-174. 

Les oligonucleotides synthetiques complementaires Oligo 6 et Oligo 7 ci-apres. 
sont hybrides et rendus double brin selon la procedure decrite pour pRPA-RD-183. 
Oligo 6: 5 ' CGGGCCAGTC AGGCCACACT TAATTAAGTT TAAACGCGGC 

CCCGGCGCGC CTAGGTGTGT GCTCGAGGGC CCAACCTCAG 

TACCTGGTTC AGG 3 * 
Oligo 7 : 5 ■ CCGGCCTGAA CCAGGTACTG AGGTTGGGCC CTCGAGCACA 

CACCTAGGCG CGCCGGGGCC GCGTTTAAAC TTAATTAAGT 

GTGGCCTGAC TGG 3 1 

L'oligonucleotide double brin hybride (95 paires de bases) est purifie apres 
separation sur un gel d'agarose (3 % Nusieve, FMC). Le plasmide pRPA-RD-174 est 
digere avec Tenzyme de restriction Xmcti et le grand fragment d'ADN est purifie. Les 
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deux fragments d'ADN obtenus sont ensuite lies. 

On obtient un plasmide derive de pRPA-RD-174 comprenant d'autres sites de 
restriction entre le gene de tolerance au bromoxynil et le gene de la kanamycine 
marqueur de selection. 

? La strucure schematique du plasmide pRPA-RD-184 est representee sur la 

figure 7 ou les termes "nos'\ "NPT H", "NOS pro", "35S pro", "BRX gene", "RB" et 
"LB" ont la meme signification que pour la figure 6. 

pRPA-RD-192: Creation d'un vecteur d'Agrobacterium tumefaciens contenant la 
construction du gene codant pour la drosomicine dirigee vers le cytosoi des 
10 cellules. 

Le plasmide pRPA-RD-190 est digere avec les enzymes de restriction ApaJ et 
AscL et le fragment d'ADN contenant la cassette d'expression de la drosomicine est 
purifie. Le fragment d'ADN purifie contenant la cassette d'expression de la 
drosomicine est lie dans pRPA-RD-184, apres digestion prealable avec les meme deux 

15 enzymes. On obtient ainsi un vecteur tiAgrobacterium tumefaciens contenant la 
sequence codant pour la proteine de fusion drosomicine-ubiquitine qui conduit a 
l'expression de la drosomicine dans le cytosoi des cellules de la plante. 
pRPA-RP-193: Creation d'un vecteur A'Agrobacterimn tumefaciens contenant la 
construction du gene codant pour la drosomicine dirigee vers la matrice 

20 extracellulaire. 

On reprend le mode operatoire decrit ci-dessus avec le plasmide pRPA-RD-191 
et les enzymes de restriction Pmel et AscJ, rempla?ant le plasmide pRPA-RD-190 et 
les enzymes de restriction ApaJ et AscL On obtient ainsi un vecteur d'Agrobaaerium 
tumefaciens contenant la sequence codant pour la proteine pre-pro de la drosomicine 

25 qui conduit a l'expression de la drosomicine dans la matrice extracellulaire de la 
plante. 

Exemple2 : Tolerance aux herbicides des tabacs transformes. 
2A- Transformation 

Les vecteurs pRPA-RD-192 and pRPA-RD-193 sont introduit dans la souche 
30 d'Agrobaaerium tumefaciens EHA101 (Hood & coll.. 1987) porteuse du cosmide 
pTVK291 (Komari & coll.. 1986). La technique de transformation est basee sur la 
procedure de Horsh & coll. (1985). 
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2.2 - Regeneration 

La regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA France) a partir d'explants 
foliaires est realisee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30 
g/1 de saccharose ainsi que 200 ug/ml de kanamycine. Les explants foliaires sont 
preleves sur des plantes cultivees en serre ou in vitro et transformees selon la 
technique des disques foliaires (Horsh & coll., 1985) en trois etapes successives: la 
premiere comprend ['induction des pousses sur un milieu additionne de 30 g/1 de 
saccharose contenant 0.05 mg/1 d'acide naphtyiacetique (ANA) et 2 mg/1 de 
benzylaminopurine (BAP) pendant 15 jours. Les pousses formees au cours de cette 
etape sont ensuite developpees pendant 10 jours par culture sur un milieu MS 
additionne de 30 g/1 de saccharose mais ne contenant pas d'hormone. Puis on preleve 
des pousses developpees et on les cultive sur un milieu d'enracinement MS a teneur 
moitie en sels. vitamines et sucre et ne contenant pas d'hormone. Au bout d'environ 15 
jours. les pousses enracinees sont passees en terre. 
2.3 - Tolerance au bromoxvnil 

Vingt plantes transformees ont ete regenerees et passees en serre pour chaque 
construction pRPA-RD-192 et pRPA-RD-193. Ces plantes ont ete traitees en serre au 
stade 5 feuilles avec une suspension aqueuse de Pardner correspondant a 0 ; 2 kg de 
matiere active bromoxvnil par hectare. 

Toutes les plantes momrant une tolerance complete au bromoxynil sont 
employees dans les experimentations suivantes pour tester les effets de l'expression de 
la drosomicine sur la tolerance des plantes transformees aux agressions fongiques. 

Exemple3 : Detection de la drosomicine dans les tabacs transformes 

Une analyse immunoblot (telle que decrites par Coligan & coll.) est employee 
pour detecter la drosomicine produite par les tabacs transformes, en employant un 
anticorps de lapin dirige contre la drosomicine synthetique fixee sur une proteine 
porteuse KLH. avec la drosomicine synthetique comme antigene. 

Les proteines de feuilles sont extraites d'abord par broyage des tissus congeles 
a -180°C. suivi par l'addition d'un tampon d'extraction (uree 8 M, tris HC1 pH 6.8 50 
mM. SDS 2 %. p-mercaptoethanol 5 %. saccharose 10 %. EDTA 2 mM et 
dithiothreitol 10 mM). La quantite totale de proteines extractables est ensuite mesuree. 
100 jjg de proteines extraites sont ensuite chargees dans des puits de gel SDS-PAGE 
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(20 % acrylamide) pour une analyse immunoblot (selon Coligan & coll.). 

Pour les plantes transformees avec le plasmide pRPA-RD-193 (drosomicine 
pre-pro). on a trouve jusqu'a 160 ng de drosomicine pour 100 ug du total de proteines 
extraites des feuilles. 

Pour les plantes transformees avec le plasmide pRPA-RD-192 (drosomicine 
mature), on a trouve jusqu'a 50 ng de drosomicine pour 100 jig du total de proteines 
extraites des feuilles. 

La drosomicine synthetisee et isolee dans les plantes transformees avec les 
plasmides pRPA-RD-192 et pRPA-RD-193 co-migre avec la drosomicine isolee des 
drosophiles. Ce resultat montrent que chacune des drosomicines dirigee soit vers le 
cytoplasme (pRPA-RD-192) soit vers la matrice extracellulaire (pRPA-RD-193) 
conduisent a une drosomicine mature. En outre, le systeme de gel employe dans cet 
anaiyse (20 % acrylamide) aurait permis de detecter aisement de la drosomicine qui 
n'aurait pas ete transformee puisque les deux constructions (ubiquitine-drosomicine et 
drosomicine pre-pro) font approximativement 10 kD, contre 5 kD pour la drosomicine 
mature. 

Exemple4 : Resistance au Botrytis cinerea des tabacs transformes. 

15/20 plantes issues des plantes obtenues a Texemple 2.3. sont cultivees en 
serre dans des pots de repiquage de 7 cm de cote dans les conditions suivantes: 

- temperature: 16° C durant la nuit: 19° C durant le jour: 

- photoperiode: 1 4 h de nuit: 1 0 h de jour, 

- hygrometrie: 90-1400 

Deux feuilles par plantes sont innoculees avec 6 disques de 6 mm de diametre 
par feuille. chaque disque etant constitue d'une suspension de Botrytis cinerea (100 
000 spores/ml), devolution de Pinfection est observee 7 jours apres IMnnocuiation en 
mesurant Taugmentation du diametre de chaque disque. 

Pour Fessentiel des plantes transformees par le plasmide pRPA-RD-192 
(proteine mature dans le cytoplasme) ou par le plasmide pRPA-RD-193 (drosomicine 
extra-cellulaire), on observe une absence d'augmentation des diametres des disques. 
ou une augmentation tres minime, ce qui indique une forte resistance aux infections 
causees par Botritis cinerea. 
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Excmple 5: Resistance a Chalara e/egans dcs tabacs transformes. 

On reprend le mode operatoire precedent avec les conditions operatoires 
suivantes: 

- temperature: 1 8° C durant la nuit: 22° C durant le jour: 

- photoperiode: 14 h de nuit; 10 h de jour. 

L'innoculation est effectuee 18 jours apres le semis par appon dans chaque pot 
de 1 ml d'une suspension d'endoconidies a 1 000 000 conidies/ml. La lecture des 
resultats de l'infection est effectuee 21 jours apres Tinnoculation en observant les 
racines des plantules prealablement nettoyees a Feau. L'evolution de la maladie est 
appreciee par une echelle de notation de 0 a 11, 0 correspodant a une absence 
defection. Pour les plantes transformees par le plasmide pRPA-RD-192 (proteine 
mature dans le cytoplasme) et celles transformees par le plasmide pRPA-RD-193 
(drosomicine extra-cellulaire). la notation moyenne est de 4 ? ce qui correspond a une 
forte resistance a Chalara elegans. 

Les resultats obtenus in vivo dans les exemples 4 et 5 montrent que la 
transformation par le gene chimere selon Finvention confere a la plante transformee de 
nouvelles proprietes de resistance aux champignons, aciivite est liee a la conservation 
des proprietes antifongiques de la drosomicine produite par ies plantes transformees 
selon rinvemion. 
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REVINDICATIONS 

1 . Gene chimere comprenant une sequence codante ainsi que des elements 
de regulation en position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans une plante. 
caracterise en ce que la sequence codante comprend au moins une sequence d'ADN 
codant pour la drosomicine. 

2. Gene chimere selon la revendication 1. caracterisee en ce que la 
drosomicine comprend essentiellement la sequence peptidique de formule (I) ci- 
dessous : 

Xaa-Cys-Xab-Cys-Xac-Cys-Xad-Cys-Xae»Cys-Xaf-Cys-Xag-Cys-Xah-Cys 

(I) 

dans iaquelle 

Xaa represente un reste peptidique comprenant au moins 1 acide amine, 

Xab represente un reste peptidique de 8 acides amines, 

Xac represente un reste peptidique de 7 acides amines, 

Xad represente unreste peptidique de 3 acides amines. 

Xae represente un reste peptidique de 9 acides amines, 

Xaf represente un reste peptidique de 5 acides amines, 

Xag represente unreste peptidique d'un acide amine, et 

Xah represente un reste peptidique de 2 acides amines. 

3. Gene chimere selon la revendication 2. caracterise en ce que Xab et/ou 
Xad et/ou Xac comprenent au moins un acide amine basique. 

4. Gene chimere selon la revdication 3, caracterise en ce que Xab 
comprend au moins 2 acides amines basiques. de preference 2 et/ou Xad et/ou Xaf 
comprenent au moins 1 acide amine basique, de preference 1. 

5. Gene chimere selon Tune des revendications 2 ou 3, caracterise en ce 

que 

Xaa represente la sequence peptidique Xaa'-Asp- dans Iaquelle Xaa represente NH2 
ou un reste peptidique comprenant au moins 1 acide amine, rt/ou 
Xab represente la sequence peptidique -Leu-Xab'-Pro- dans Iaquelle Xab' represente 
un reste peptidique de 6 acides amines, et/ou 

Xac represente la sequence peptidique -Ala-Xac'-Thr- dans Iaquelle Xac' represente 
un reste peptidique de5 acides amines, et/ou 
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Xad represente la sequence peptidique -Arg-Xad'-Val, dans laquelle Xad' represente 
un resie peptidique d'un acide amine, ei/ou 

Xae represente la sequence peptidique -Lys-Xae'-His- dans laquelle Xae' represente 
un reste peptidique de 7 acides amines, et/ou 

Xaf represente la sequence peptidique -Ser-Xaf-Lys- dans laquelle Xaf represente un 

reste peptidique de 3 acides amines, et/ou 

Xag represente Trp, et/ou 

Xah represente le reste peptidique Glu-Gly. 

6. Gene chimere selon la revendication 5, caracterise en ce que 
Xab* represente la sequence peptidique Ser-Gly-Arg-Tyr-Lys-Gly, et/ou 
Xac* represente la sequence peptidique Val-Trp-Asp-Asn-Glu, et/ou 

Xad ? represente Arg, et/ou 

Xae ? represente la sequence peptidique Glu-Glu-Gly-Arg-Ser-Ser-Gly, et/ou 
Xaf represente la sequence peptidique Pro-Ser-Leu. 

7. Gene chimere selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que 
la drosomicine est la sequence peptidique representee par l'identificateur de sequence 
n° 4 (SEQ ID No 4) et les sequences peptidiques homologues. 

8. Gene chimere selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que la 
drosomicine est un peptide de fusion « peptide-drosomicine », dont la coupure par les 
systemes enzymatiques des cellules vegetales permet la liberation de la drosomicine, 
definie dans les revendications 1 a 7. 

9. Gene chimere selon la revendication 8, caracterise en ce que le peptide de 
fusion « peptide-drosomicine » est represente par l'identificateur de sequence n° 6 (SEQ 
ID No 6). 

10. Peptide de fusion « peptide-drosomicine », caracterise en ce que la 
drosomicine est definie selon les revendications 1 a 7. 

11. Peptide de fusion selon la revendication 10. caracterise en ce que le peptide 
est etre un peptide signal ou un peptide de transit. 

12. Peptide de fusion selon la revendication 1 1 . caracterise en ce que le peptide 
signal est choisi parmi le peptide signal du gene PR-la du tabac, ou fubiquitine. 

13. Gene chimere selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
qu'il comprend en outre au moins un gene de tolerance aux herbicides. 

14. Gene chimere selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 99/02717 22 PCT/FR98/01462 

qifi! comprend en outre au moins une sequence codante pour un autre peptide 
susceptible de conferer a la plante des resistances a d'autres maladies d'origine 
bacterienne ou fongique. 

15. Gene chimere selon Tune des revendications I a 14. caracterise en ce 
que les elements de regulations comprennent les sequences promotrices, les activateurs 
de transcription, les peptides de transit et/ou les sequences terminatrices. 

16. Gene chimere selon Tune des revendications 1 a 14. caracterise en ce 
que la sequence de regulation promotrice est choisie parmi les sequences promotrices 
d'origine bacterienne. virale ou vegetale. 

17. Gene chimere selon la revendication 16, caracterise en ce que la 
sequence de regulation promotrice est choisie parmi le promoteur du gene de la petite 
sous-unite de ribulose-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO) ou celui de la 
mosai'que du choux fieur (CAMV 19S ou 35S). 

18. Gene chimere selon la revendication 16 ? caracterise en ce que la 
sequence de regulation promotrice comprend au moins un promoteur choisi parmi les 
promoteurs d'histone ou d'actine. 

19. Vecteur pour la transformation des plantes caracterise en ce qu'il 
contient au moins un gene chimere selon Tune des revendications 1 a 18. 

20. Cellule vegetale transformee contenant au moins un ADN tel que defini 
dans Tune des revendications 1 a 18. 

21. Plante resistante aux maladies, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
cellule transformee selon la revendication 20. 

22. Plante selon la revendication 2L caracterisee en ce qu'elle est obtenue par 
regeneration a partir d'une cellule transformee selon la revendication 20. 

23. Plante transformee resistante aux maladies, caracterisee en ce qu'elle est 
issue de la culture et/ou du croisement des plantes selon Tune des revendications 21 ou 22. 

24. Graines de plantes transformees selon Tune des revendications 21 a 23. 

25. Procede de transformation des plantes pour les rendre resistantes aux 
maladies, caracterise en ce qu'on insere un gene chimere selon Tune des revendications 
1 a 18. 

26. Procede de transformation des plantes pour les rendre resistantes aux 
maladies fongiques ? caracterise en ce qu'on insere un gene chimere selon Tune des 
revendications 1 a 18. 
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27. Procede selon Tune des revendications 25 ou 26, caracterise en ce que le 
transfer! est effectue avec Agrobacterium tutnefaciens ou Agrobacterium rhizogenes. 

28. Procede selon Tune des revendications 25 ou 26, caracterise en ce que le 
transfer! est effectue par apport par bombardement a I'aide de particules chargees de 

5 PADN. 

29. Procede selon Tune des revendications 25 a 28, caracterise en ce que 
Ton insere egalemem au moins un gene de tolerance aux herbicides. 

30. Procede selon Tune des revendications 25 a 29, caracterise en ce que 
Ton insere egalemem au moins une sequence codante pour un autre peptide susceptible 

10 de conferer a la plante des resistances a d'autres maladies d'origine bacterienne ou 
fongique. 

31 Procede de culture des plantes transformees selon Tune des revendications 
21 a 24, caracterise en ce qu'il consiste a planter les graines des dites plantes transformees 
dans une surface d'un champ approprie pour la culture des dites plantes, a appliquer sur la 
15 dite surface du dit champ une composition agrochimique, sans affecter de maniere 
substantielle les dites graines ou les dites plantes transformees, puis a recolter les plantes 
cultivees lorsqu'elles arrivent a la maturite souhaitee et eventuellement a separer les 
graines des plantes recoltees. 

32. Procede de culture selon la revendication 31, caracterise en ce que la 
20 composition agrochimique comprend au moins un produit actif ayant au moins une 

activite fongicide et/ou bactericide. 

33. Procede de culture selon la revendication 24, caracterise en ce que le 
produit actif presente une activite complementaire de celle de la drosomicine. 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATION GENE RALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE -POULENC AGROCH2MIE 

(B) RUE: 14/20 Rue Pierre BAIZET 

(C) VILLE: Lyon 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 69009 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION : Gene chimere cccant pour la crosomicine, 
vecteur ie centenant pour la transformation des cellules vegetales et ola: 
transformers obtenues resistantes aux maladies 

(iii) NOME RE DE SEQUENCES: 14 

(iv) FORME DECHI FFRA3LE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR : IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC - DOS / MS - DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEE5 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 488 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMERE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) SOURCE D ' OR2GINE : 

(A) ORGAN! SMEE: Drosophila meianogaster 

(vii) SOURCE IMMEDIATE : 

(B) CLONE: pRPA-RD-18 0 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 101.. 310 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : I : 

GAATTCGAGC TCGGTACCCC TCGAGACCAT GGTCGACCCC ACGCGTCCGG ATAATTCTTT 

CAGAAATCAT TTACCAAGCT CCGTGAGAAC CTTTTCCAAT ATG ATG CAG ATC AAG 

Met Met Gin lie Lys 
1 c 

TAC TTG TTC GCC CTC 7TC GCT GTC CTG ATG CTG GTG GTG CTG GGA GCC 
Tyr Leu Phe Ala Leu Phe Ala Val Leu Met Leu Val Val Leu Gly Ala 
" 15 2 o 

AAC GAG GCC GAT GCC GAC TGC CTG TCC GGA AGA TAC AAG GGT CCC TGT 
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Asn Glu Ala Asp Ala Asp Cys Leu Ser Gly Arg Tyr Lys Gly Pro Cys 
25 30 3 5 

GCC GTC TGG GAC AAC GAG ACC TGT CGT CGT GTG TGC AAG GAG GAG GGA 259 
Ala Val Trp Asp Asn Glu Thr Cys Arg Arg Val Cys Lys Glu Glu Gly 
40 45 50 

CGC TCC AGT GGC CAC TGC AGC CCC AGT CTG AAG TGC TGG TGC GAA GGA 3 07 

Arg Ser Ser Gly His Cys Ser Pro Ser Leu Lys Cys Trp Cys Glu Gly 
55 60 65 

TGC TAAATCCATG AGCAATTAGC ATGAACGTTC TGAAAAGCGC GTTTAGCTCT 3 60 

Cys 
70 

CCACTACTTA CGACATATTC TATGCTGCAA TATTGAAAAT CTAATAAACA AAACTAATGT 4 20 

ACATTAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAGGG CGGCCGCGAC CTGCAGGCAT 4 80 

GCAAGCTT 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 2 : 

(i) CHARACTERISE QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 70 acides amines 

(B) TYPE: acides amines 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Met Gin He Lys Tyr Leu Phe Ala Leu Phe Ala Val Leu Met Leu 
1 * io 15 

Val Val Leu Gly Ala Asn Glu Ala Asp Ala Asp Cys Leu Ser Gly Arg 
2 0 25 30 

Tyr Lys Gly Pro Cys Ala Val Trp Asp Asn Glu Thr Cys Arg Arg Val 
35 40 45 

Cys Lys Glu Glu Gly Arg Ser Ser Gly His Cys Ser Pro Ser Leu Lys 
50 55 60 

Cys Trp Cys Glu Gly Cys 
65 70 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 3 : 

(i) CHARACTER I ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 167 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



488 
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(vi) SOURCE D 1 ORIGINE : 

(A) ORG AN IS ME : SynTheticue 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(E) CLONE: pRPA-RD-16 2 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : 
(A) NOM/CLE: CDS 
(E) EMPLACEMENT: 21.. 152 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 3 : 

GAGAGATCCC CCGCGGTGGT GAC TGC CTG TCC GGA AGA TAC AAG GGT CCC 

Asp Cys Leu Ser Gly Arg Tyr Lys Gly Pre 
1 * * 10 

TGT GCC GTC TGG GAC AAC GAG ACC TGT CGT CGT GTG TGC AAG GAG GAG 
Cys Ala Val Trp Asp Asn Glu Thr Cys Arg Arg Val Cys Lvs Glu Giu 
15 2 ° 25 

GGA CGC TCC AGT GGC CAC TGC AGC CCC AGT CTG AAG TGC TGG TGC GAA 
Gly Arg Ser Ser Gly His Cys Ser Pro Ser Leu Lys Cys Tro Cvs Glu 
30 35 4 o 



50 



98 



146 



GGA TGC TAAGGATCCG CGCGC 

Gly Cys 167 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 4 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEOUENCZ : 

(A) LONGUEUR: 44 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 4 : 

Asp Cys Leu Ser Gly Arg Tyr Lys Gly Pro Cys Ala Val Trp Asd Asp 

15 10 15 

Glu Thr Cvs Arc Arg Val Cys Lys Glu Glu Gly Arg Ser Ser Gly Kis 



20 



Cys Ser Pre Ser Leu Lys Cys Tru Cvs Glu Glv Cvs 
35 40 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : £ : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 236 paires de bases 
(E) TYPE: acide nucle ioue 
(C) NOME RE DE BRINS : double 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) SOURCE D'ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Synthetique 

(vii) SOURCE IMMEDIATE : 

(3) CLONE: pRPA-RD-lG6 

(ix) CARACTER2STIQUE ADDITIONNELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 15.. 222 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 5: 

GAATTGAAGA CGCC ATG CAG ATC AAG TAC TTG TTC GCC CTC TTC GCT GTC 50 
Met Gin He Lys Tyr Leu Phe Ala Leu Phe Ala Val 
: 5 ic 

CTG ATG CTG GTG GTG CTG GGA GCC AAC GAG GCC GAT GCC GAC TGC CTG 98 
Leu Met Leu Val Val Leu Gly Ala Asn Glu Ala Asp Ala Asp Cys Leu 
15 20 25 

TCC GGA AGA TAC AAG GGT CCC TGT GCC GTC TGG GAC AAC GAG ACC TGT 146 
Ser Gly Arc Tyr Lys Gly Pro Cys Ala Val Trp Asp Asn Glu Thr Cys 
30 35 40 

CGT CGT GTG TGC AAG GAG GAG GGA CGC TCC AGT GGC CAC TGC AGC CCC 194 
Arg Arg Val Cys Lys Glu Glu Gly Arg Ser Ser Gly His Cys Ser Pre 



45 50 



60 



AGT CTG AAG TGC TGG TGC GAA GGA TGC TAAGGATCCG CGCGC 236 
Ser Leu Lys Cys Trp Cys Glu Gly Cys 
65 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIOUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 69 acides amines 

<B) TYPE: acide amine 

(D} CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 6 : 

Met Gin He Lys Tyr Leu Phe Ala Leu Phe Ala Val Leu Met Leu Val 
1 5 10 15 

Val Leu Gly Ala Asn Glu Ala Asp Ala Asd Cvs Leu Ser Gly Arc Tyr 
20 25 30 

Lys Gly Pro Cys Ala Val Trp Asp Asn Glu Thr Cys Arg Arg Val Cvs 
3 5 40 45 
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25 



Lys Glu Glu Gly Arg Ser Ser Gly Kis Cys Ser Pro Ser Leu Lys Cys 
50 55 go 

Trp Cys Giu Gly Cys 

65 

2) INFORMATION POUR LA SEC ID NO : 7 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE : ADN Oligonucleotide Synthetique 2 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 7 : 
AATTCCCGAA GACGACATGC AGATCAAG7 

2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 6 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN Oligonucleotide Synthetique I 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 8 : 
GGGCTTCTGC TGTACGTCTA GTTCA 

2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : S : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 100 paires de bases 
{E) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN Oligonucleotide Synthetique 2 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
GAGAGATCCC CCGCGGTGGT GACTGCCTG7 CCGGAAGATA CAAGGGTCCC TGTGCCGTCT 60 
GGGACAACGA GACCTGTCGT CGTGTGTGCA AGGAGGAGGG 10 0 

2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO:lC: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 100 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: iineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN Oligonucleotide Synthetique 2 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEOUENCE: SEQ ID NO: 10: 

GCGCGCGGAT CCTTAGCATC CTTCGCACCA GCACTTCAGA CTGGGGCTGC AGTGGCCACT 

GGAGCGTCCC TCCTCCTTGC ACACACGACG 

2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
(A) LONGUEUR: 8 5 paires de bases 
(E) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE ERINS : simple 

(D) CONFIGURATION: Iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(vi) SOURCE D ' ORIGINE : 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide Synthetique 4 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 11: 

AGGGCCCCCT AGGGTTTAAA CGGCCAGTCA GGCCGAATTC GAGCTCGGTA CCCGGGGATC 

CTCTAGAGTC GACCTGCAGG CATGC 

2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 66 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE ERINS: simple 

(D) CONFIGURATION: Iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN Oligonucleotide Synthetique 5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 12: 
CCCTGAACCA GGCTCGAGGG CGCGCCTTAA TTAAAAGCTT GCATGCCTGC AGGTCGACTC 
TAGAGG 

2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO:13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 
(E) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: Iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN Oligonucleotide Synthetiaue 6 



60 
100 



60 
85 
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<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
CGGGCCAGTC AGGCCACACT TAATTAAGTT TAAACGCGGC CCCGGCGCGC CTAGGTGTGT 
GCTCGAGGGC CCAACCTCAG TACCTGGTTC AGG 



2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO:14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NCMBRE DE ERINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN Oligonucleotide Synthetigue 7 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:I4: 



CCGGCCTGAA CCAGGTACTG AGGTTGGGCC CTCGAGCACA CACCTAGGCG CGCCGGGGCC 
GCGTTTAAAC TTAATTAAGT GTGGCCTGAC TGG 
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